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徳島市城山のホルトノキの衰弱・枯死の原因について 
̶  ホルトノキ萎黄病を引き起こすファイトプラズマの深刻な感染状況  ̶ 
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Abstract 
      Elaeocarpus sylvestris var. ellipticus was a dominant tree species in Mt. Shiroyama (castle mountain) in the 
Tokushima Central Park until 1970s, however, most of the E. sylvestris trees have died. In this study we 
investigated whether the death has been caused by Elaeocarpus yellows. Results of nested PCR revealed that 
DNA of phytoplasma, the pathogen of Elaeocarpus yellows, was found in all E. sylvestris trees in Mt. 
Shiroyama and about 80% E. sylvestris trees in the Tokushima Central Park. Results of PCR-RFLP showed that 
the all the trees had the same DNA type of phytoplasma, and it was identical to the one that had been found in 
Japan. These results indicated that the recent decrease of E. sylvestris in Mt. Shiroyama is due to Elaeocarpus 
yellows. 
 












群落が優占しており、胸高直径が 15 cm 以上のホ





















大野ら 2003）。ファイトプラズマの 16S rDNA 領
域を PCR で増幅することにより感染を確認する
方法が確立されている（Lee et al. 1993; 



















調査や葉の採取は、2014年 5月 30日、6月 10日、
6 月 20 日、7 月 8 日、9 月 18 日に行なった。 
 採取した葉 0.2 g から植物 DNA 抽出キット
illustra Nucleaon PhytoPure（GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK）を用いて DNA を抽出した。
















 DNA の増幅は、illustra puReTaq Ready -To-Go 
PCR Beads（GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）
を用いて行なった。nested PCR の 1 回目の増幅
反応では反応液 25 μL 中にテンプレート DNA を
20 ng, プライマーを各 12.5 pmol 含まれるよう




倍希釈した反応液 1μL を 2 回目の PCR のテンプ
レートとした。反応条件は、アニーリング温度を
55℃とした以外は、1 回目の PCR と同じである。





 河辺ら（2001）が報告している 4 種類の制限酵
素 Afa I (Rsa I), Alu I, Hap II（Hpa II, Msp 
I）, RspRs II (Mse I)を用いた。制限酵素はす
べて TaKaRa（大津、日本）より購入した。制限
酵素反応は、nested PCR 終了後の反応液 3 μL
に制限酵素付属のバッファーを 1 μL、制限酵素
1U を加え、純水を加えて 10 μL としたものを反
応液とした。酵素反応は37℃（RspRs IIのみ60℃）
で 3.5~4 h インキュベーションして行なった。
反応終了後、制限酵素付属のローディングバッフ
ァーを 2 μl 加えた。6%ポリアクリルアミドゲル





 図 1 に城山と徳島中央公園のホルトノキの分布
を示す。城山で見つけることのできたホルトノキ






査において胸高直径が 15 cm 以上のホルトノキが
224 本存在することが報告されているが（森本ら
1977）、今回の調査でその大きさに相当するもの




山の No. 7 で認められた。この症状は、5 月~7















 図 2 に nested PCR の結果を示す。城山のホル
トノキでは分析した 14 本全ての樹において、1.3 
kb 付近にファイトプラズマ DNA の増幅産物が検
出された。また、徳島中央公園に植栽されたホル 





















1 246 枯枝あり 
2 37 枯枝あり 
3 46 枯枝あり 






6 136  
7 165 葉の黄化。樹冠葉量の減少。
枯枝多い。 
8 29  
9 ̶*  
10 247  
11 81 枯枝あり 
12 268 幹の損傷激しい。枯枝あり。 
13 190  





*傾斜地のため測定できず                  
 














また、1985~1987 年の 2 年間で、胸高直径 15 cm
以上の現存本数は 70 本も減少した（赤井 1992）。
これらのことから城山での感染は 1970 年代後半

















図 3 PCR-RFLP の結果 
原生林 No.1 の DNA を試料とし、nested PCR
後、4 種類の制限酵素で処理して電気泳動を
行なった。レーン 1：Afa I (Rsa I),レーン
2： Alu I, レーン 3：Hap II（Hpa II, Msp 
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